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Verfahren Tind Substanzen fiir die Diagnose und Therapie von 
Sepsis und sepsisaimlichen systemischen Infektionen 



Die vorliegende Erfindung betrifft neue Diagnose- und Thera- 
piemoglichkeiten, die sich aus neuen, experimentell abgesi- 
chsrten Erkenntnisssn im Zusammenhang mit dem Auftreten von 
Procalcitonin bzw. Procalcitonin-Teilpeptiden bei Sepsis und 
sepsisahnlichen schweren systemischen Infektionen ableiten 
1 ieSen . 

Aus den Patencen DE 4 2 2 7 4 54 bzw. EP 0 656 121 Bl bzw. US 
5, -63 9,6 17 ist es bekannt, daS die Bestimmung des Prohormons 
Procalcitonin bzw. von sich davon ableitenden Teilpeptiden 
in einem Serum oder Plasma eines Patienten, bei dem ein 
Sepsisrisiko besteht bzw. bei dem sepsistypische Krankheits- 
erscheinuhgen festgestellt werden, ein wertvolles diagnosti- 
sches Hilfsmittel zur Friiherkennung , d.h. zur Erkennung von 
Infektionen, die zu Sepsis fiihren konnen, und deren Abgren- 
zung von nicht-inf ektiosen Atiologien, zur Erkennung des 
Schweregrads und zur therapiebegleitenden Verlauf sbeurtei- 
lung von Sepsis und sepsisahnlichen systemischen Infektionen 
darstellt. Besonders wertvoll hat sich die genannte Bestim- 
mung zur differentialdiagnostischen Unterscheidung von 
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Krankheitserscheinungen, die auf systemische ttiikrobielle 
Infektionen zuruckzuf uhren sind, von anderen Krar-kheits- 
erscheinungen nicht-inf ektioser Atiologie erwiesen, die 
aufgrund ihres klinischen Erscheinungsbildes auf eine Sepsis 
hindeucen konnten, jedoch in Wirklichkeit nicht auf eine 
systemische mikrobielle Infektion zuruckzuf uhren sind, z.B. 
von Krankheitserscheinungen, die auf nicht -infektiose Ent- 
zundungen einzelner Organe, auf postoperative Abstofiungs- 
reaktionen oder Krebserkrankungen zuruckzuf uhren sind. Auch 
konnen systemische Entzundungen von lokalen abgegrenzt 
werden . 

Bezuglich eines Uberblicks uber den jungeren Erkenntnisstand 
wird verwiesen auf W. Karzai et al . in Infection, Vol. 25 
(1997), 5, S. 329-334 und die darin zitierte bzw. erwahnte 
weitere Fachliteratur . 

Procalcitonin ist bekanntgeworden als Prohormon von Calcito- 
nin, und seine vollstandige Aminosauresequenz ist seit 
langerem bekannt (FEBS 167 (1984) , S. 93-97) . Procalcitonin 
wird unter normalen Umstanden in den C-Zellen der Schild- 
druse produziert und dann spezifisch in das Horrrvon Calcito- 
nin sowie die weiteren Teilpeptide Katacalcin und einen N- 
terminalen Rest aus 57 Aminosauren ( "Arainoprocalcitonin" ) 
gespalten. 

Da bei Sepsis stark erhohte Procalcitonin- Spiegel auch bei 
Patienten beobachtet werden, denen die Schilddriise vollig 
entfernt wurde, muSte der SchluS gezogen werden, daS das im 
Blut von Sepsispatienten nachweisbare Procalcitonin auSer- 
halb der Schilddruse gebildet wird, wobei bezuglich der 
Organe bzw. Zellen oder der Gewebe, die fur die Procalcito- 
nin- Produkt ion bei Sepsis bestimraend sind, in der Fachlite- 
ratur unterschiedliche Vermutungen, die teilweise durch 
experimentelles Material gestutzt wurden, geau&ert warden. 



Was die Natur des bei Sepsis als "Procalcitonin" bestimmten 
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oeDtids angeht, so wurds zwar in den o.g. Patenten von 
Anfang an klargestellt, daS das bestimmte ?e?tid nicht 
voll^g mit dem bekannten Procalcitonin-Peptid vollsr Lange 
identisch sein muS, das in den Schilddrusen als Calcitonin- 
Vonaufer gebilaet wird. Die Frage, ob sich das itn Falle von 
Seosis gebildete Procalcitonin von dem in den Schilddrusen 
gebildeten Procalcitonin unterscheidet , blieb jedoch bisher 
ungekla-t. Als mogliche Unterschiede waren posttranslatio- 
na^e Modif ikationen des bekannten Procalcitonins wie Glyko- 
sylierungen, Phosphorylierungen oder Veranderungen der 
P^imarstruktur denkbar, jedoch auch modif izierte , verkflrzte 
Oder verlangerte Aminosauresequenzen. Da die bisher ange- 
wandten analvtischen Bestimmungsverf ahren keine Untersch.ede 
zwischen den. als Calcitonin-Vorlauf er bekannten Procalcxto- 
nin und dem bei Sepsis gebildeten Procalcitonin erkennen 
lieSen wurde vorlaufig allgemein davon ausgegangen, daS das 
bei sepsis gebildete Procalcitonin mit dem Calcitonin-Vor- 
laufer identisch ist und somit ein Peptid mit der bekannten 
Procalcitonin-Sequenz von 116 Aminosauren (Procalcitonin 1- 
116) darstellt. 

Wie die nachfolgend im experimentellen Teil dieser Anmeldung 
genauer erlauterten Bestimmungen im Labor der Anmelderm 
ergeben haben, unterscheidet sich das bei Sepsis gebildete 
Procalcitonin jedoch zwar geringfugig, jedoch signifxkant 
von dem in der Schilddruse gebildeten vollstandigen Procal- 
citonin 1-115. Aus den f estgestellten Unterschieden ergaben 
sich dann eine Reihe von wissenschaf tlichen SchluSf olgerun- 
gen, die in neue diagnostische und therapeutische Verfahren, 
darin verwendbare Substanzen bzw. weiterverfolgbare wissen- 
schaftliche Ansatze umgesetzt werden konnten. 

Ausgangspunkt fur den in der vorliegenden Patentanmeldung 
offenbarten Erf indungskomplexes ist die uberraschende Er- 
kenntnis, daS das bei Sepsis und sepsisahnlichen systemx- 
schen infektionen im Serum von Patienten in vergleichsweise 
hohen Konzentrationen nachweisbare Procalcitonin nicht das 
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vollstandige Procalcitonin 1-116 mit 116 Aminosauren ist, 
sondern sin am Aminotenrdnus urn ein Dipeptid verkurztes, 
ansonsten jedoch identisches Procalcitonin init einer Amino- 
sauresequenz von nur 114 Aminosauren (Procalcitonin 3-116). 

Das gegenuber dem vollstandigen Procalcitonin fehlende 
Dipeptid weist die Struktur Ala-Pro auf. Das Fehlen eines 
Dipeptids mit einem Prolinrest als zweite Aminosaure des 
Amino- Terminus des vollstandigen Procalcitoninsequenz gab 
AnlaS zu der Vermutung, dafi bei der Erzeugung des bei Sepsis 
nachweisbaren Procalcitonins 3-116 moglicherweise • eine 
bestimmte Peptidase eine Rolle spielt, und zwar die soge- 
nannte Dipeptidyl- (Amino) -Peptidase IV (DP IV oder DA? IV 
bzw. CD26) . 

Zur Bestimmung einer moglichen Rolle der Dipeptidyl -Amino - 
peptidase IV im Rahmen von systemischen Infektionen bzw. von 
Sepsis haben die Erfinder daher experimentell gepruft, ob 
eine Korrelation der physiologischen DA? IV Konzentrationen 
mit dem Nachweis einer Sepsis moglich ist. Die erhaltenen 
Ergebnissen zeigten eine derartige Korrelation. 

Aus den erhaltenen genaueren Ergebnissen wurde femer eine 
Hypothese entwickelt, daS das Auftreten hoher Procalcitonin- 
Konzentrationen bei Sepsis und systemischen Infektionen 
mo-glicherweise keine isolierte Erscheinung ist, sondern daS 
in ahnlicher Weise auch erhohte Konzentrationen anderer 
Prohormone meSbar sein konnten, so daS die Bestimmung der- 
artiger Prohormone eine raogliche Alternative zur Procalcito- 
riin-Bestimmung darstellt bzw. geeignet ist, die Procalcito- 
nin -Bestimmung in Einzelfallen zu erganzen oder in diagno- 
stisch signifikanter Weise weiter abzusichem. 

Die Erkenntnis, daS bei Sepsis nicht das vollstandige Pro- 
calcitonin 1-116 im Serum von Patienten gefunden wird, 
sondern ein verkurztes Procalcitonin 3-116, ist schlieSlich 
auch von potentiellem Interesse fur die Sepsis-Therapie . In 



wo 00P.2439 A A PCT/EP99/07692 




3 - 



einem Artikel von Eric S Nylen et al . , Crit Care Med 1998, 
Vol. 26, No. S, S. lOOi-lOOS werden experimentelle Befunde 
beschrieben, die darauf hindeuten, daS das bei Sepsis auf- 
tretende Procalcitonin nicht nur ein diagnostisch wichtiger 
Marker ist, der z.B. als Stof fwechsel-Abf ailprodukt ent- 
standen ist, sondem in einem infsktios bedingten Entzun- 
dungsgeschehen eine aktive Rolle als Mediator zu spielen 
scheint, indem Procalcitonin eine Entzundungsreaktion auf- 
rechterhalten und verstarken kann. Diese Rolle von Procalci- 
tonin wird gegenwartig kontrovers diskutiert, und die be- 
kannt gewordenen Versuchsergebnisse ergeben kein einheitli- 
ches Bild. 

Die o.g. Erkenntnis, daS bei Sepsis ein am Aminoterminus urn 
zwei Aminosauren verkurztes Procalcitonin auftritt, legt 
nunmehr die Vermutung nahe, daiS das Procalcitonin, das im 
Falle von Sepsis und anderen entzundlichen systemischen 
Infektionen eine aktive Rolle spielt, dieses verkiirzte 
Procalcitonin 3-116 sein durfte, und daS Untersuchungen, die 
mit dem Procalcitoninpeptid voller L&nge durchgefiihrt wur- 
den, u-a. aus diesem Grunde abweichende Oder widerspruchli- 
che Ergebnisse lieferten. Es ist durchaus bekannt , daS viele 
physiologisch aktive Peptide durch Spaltung, z.B. eine 
einleitende Abspaltung eines kurzen Peptidrests, in ihre 
eingentliche aktive Form uberfuhrt werden. Ein bekanntes 
Beispiel ist Angiotensin, bei dem aus dem nichtaktiven 
Angiotensinogen mit 14 Aminosauren durch sukzessive Abspal- 
tung erst eines Tetrapeptids und dann eines Dipeptids sowie 
schliefilich einer einzelnen Aminosaure Peptide mit erheblich 
unterschiedlichen physiologischen Aktivitaten gebildet 
werden. DaS relativ geringfugige Modif ikationen am N-Terrai- 
nus von physiologisch aktiven Peptiden im Rahmen des Immun- 
geschehens eine Rolle spielen und zu erheblichen Aktivi- 
tatsveranderungen bei den sntsprechenden Peptiden fuhren 
konnen, wird durch eine Reihe von Verof f entlichungen aus der 
jungsten Zeit unterstrichen, in denen jedoch keine Beziehung 
zu septischen Krankheitsgeschehen hergestellt wird (vgl.. 
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z.B. J Immunol 1998, Sept. 15, 161 (6) :2672-5; Biochemistry 
1958, sept. 8, 37(35): 12572-80; FEES Lett 1998, Juli 31, 
432 (l-2):73-S; J Biol Chem 1393, Marz 27; 273 (13):7222-7; 
J Exp Med 1997, Dec 1; 185 (11) : 1865-72) . 

Nimnt man an, dafi Procalcitonin 3-116 aktiv an einem Entzun- 
dungsgeschehen beteiligt ist und fur dieses verkurzte Pro- 
calcitonin spezifische niolekulare Rezeptoren oder ahnliche 
spezifische Binder existieren, eroffnen sich neue therapeu- 
tische Moglichkeiten zur Beeinf lussung des Verlaufs einer 
Seosis unter Einsatz des Procalcitonins 3-116 bzw. von 
Agonisten und Antagonisten, die mit den Rezeptoren fur das 
Procalcitonin 3-116 wechselwirken und damit die von diesem 
ausgelosten physiologischen Reaktionen und damit aucH ein 
Entziindungsgeschehen beeinflussen konnen. Auch der Einsatz 
von spezifischen Bindern von Procalcitonin 3-llS, z.B. 
selektiven Antikorpern, stellt einen therapeutischen Ansatz 
dar, der durch die hierin vermittelten Erkenntnisse eroffnet 
wird. 

SchlieiSlich ergab sich daraus, dafi die D ipept idyl -Amino - 
peptidase IV bei der Generierung des Procalcitonins 3-116 
bei sepsis und systemischen Infektionen eine Rolle spielen 
konnte, eine weitere Hypothese, namlich daS eine Sepsis oder 
ein sepsisahnliches Entziindungsgeschehen moglicherweise auch 
dadurch therapeutisch beeinf luSt werden konnte, dafi man die 
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV in ihrer Wirkung beeinf luSt, 
indem man sie z.B. durch geeignete selektive Binder, Anti- 
korper oder ahnliche Rezeptoren-Molekule blockiert. 

Es ist Ziel der vorliegenden Patent anmeldung, die sich aus 
den obigen neuen Erkenntnissen und daraus abgeleiteten 
Schlufifolgerungen ergebenden neuen tech-nischen Lehren pa- 
tentrechtlich abzusichern, soweit diese unter Beriicksichti- 
gung des derzeitigen Erkenntnisstandes einem Patentschutz 
zuganglich sind. 
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Die beigefiigten Patentanspriiche fassen derartige schutz- 
fahige Lehren vorlaufig zusammen. Weinere schutzfahige 
Lehren konnen sich fiir den Fachmann aus dem Gesamttext der 
vorliegenden Anmeldung unter Beriicksichtigung der im experi- 
mental len Teil angefiihrten Versuchsbedingungen und Versuchs- 
ergebnise sowie den zugehorigen Erlauterungen ergeben. Die 
Beanspruchung derartiger Lehren durch zusatzliche Anspruche 
bleibt ausdrucklich vorbehalten. 

Nachfolgend wird unter Bezugnahme auf mehrere Diagramme 
ausgewahltes experimentelles Material vorgelegt, das die 
neuen Erkenntnisse untermauert bzw. das fur die Richtigkeit 
der daraus abgeleiteten Annahmen spricht. 



In den Figuren zeigen: 



Figur 1 die Ergebnisse einer Procalcitonin-Isolierung und 
Aufreinigung per HPLC aus einem Mischserum aus 
gesammelten Seren von verschiedenen Patienten mit 
schwerer Sepsis; 

Figur 2 die Ergebnisse einer massenspektroskopischen Un- 
tersuchung derjenigen Fraktionen des Mischserums 
aus Fig.l; die eine hohe Procalcitonin-Immunreak- 
tivitat aufwiesen; 

Figur 3 Ergebnisse der Bestimmung der Enzymaktivitat von 
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV in septischen Seren 
und Normal seren; sowie 

Figur 4 die Ergebnisse der Bestimmung von Procalcitonin in 
septischen Seren und Normalseren in Gegeniiberstel- 
lung mit Ergebnissen der Bestimmung eines weiteren 
Prohormons , namiich pro-Gastrin-Releasing-Peptide , 
(proGRP) , in den gleichen Seren. 



Figur 5 



die Ergebnisse der Bestimmung von Procalcitonin in 
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Seren eines Kollsktivs von 20 Normalpersonen sowie 
andererseits 20 Sepsispatienten . 



Figur 6 die Ergebnisse der Bestimmung von Pro-ANF (in 

pg/R6hrchen) in den gleichen Kollektiven von Nor- 
malpersonen und Sepsispatienten wie in Figur 5. 

Figur 7 die Ergebnisse der Bestimmung von Pro-ADM (in 

pg/R6hrchen) in den gleichen Kollektiven von Nor- 
malpersonen und Sepsispatienten wie in Fig^ar 5. 

Figur 8 die Ergebnisse der Bestimmung von Pro-END (in 

pg/R6hrchen) in den gleichen Kollektiven von Nor- 
malpersonen und Sepsispatienten wie in Figur 5. 

Figur 9 die Ergebnisse der Bestimmung von Pro-BNP (in 

pg/R6hrchen) in den gleichen Kollektiven von Nor- 
malpersonen und Sepsispatienten wie in Figur 5. 



EXPERIMENTELLER TEIL 

A. Isoliertmg und Charakterisierung des endogenen Procal- 
citonin-Peptids aus Seren septischer Patienten 

Durch Vermischen von Serumproben von verschiedenen Patienten 
mit schwerer Sepsis wurde ein Mischserum mit einem Gesamt- 
volumen von 68 ml hergestellt. Die Procalcitonin-Konzen- 
tratin in dem erhaitenen Mischserum wurde mit Hilfe eines 
kommerziellen Procalcitonin-Assays (LUMItest PCT, 

B. R.A.H.M.S Diagnostica) zu 280 ng/ml (Gesamtmenge 19Mg) 
ermittelt. Das Mischserum wurde mit einem gleichen Volumen 
eines Puffers (68 ml; lOmM EDTA, 1 mg/ml Maus-IgG, 2 rag/ml 
Schaf-IgG, 2 mg/ml bovines IgG. 0,1 mMol Leupeptin, 50 fxM 
Amastatin in PBS) vermischt, und das in der Probe enthaltene 
Procalcitonin wurde af f initatschromatographisch isoliert und 
gereinigt . 
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Hierzu wurde die gesamte Kiischprobe bei einer Durchf luSrate 
von 0,5 ml/min viermal hintereinander iiber eine Affinitats- 
saule (0,5 X 1 cm, Anti-Calciconin-Antikorper , gebunden an 
Carbolink der Firma Pierce, Procalcitonin-Bindekapazitat ca. 
20 /ig) gepumpt. AnschlieSend wurde die Saule mit 30 ml PBS 
gewaschen, und das gebundene Peptid wurde mit Hilfe von 50 
mM Essigsaure (pH ca. 2,0) eluiert . Der Saulenausf luS wurde 
kontinuierlich auf Absorption bei 280 nm liberwacht, und die 
von der Essigsaure eluierte Proteinf raktion wurde aufgefan- 
gen (Endvolumen 2,0 ml). 

Das auf diese Weise gesammelte Material wurde uber Umkehr- 
phasen-H?LC an einer rpC-^g -Saule u Bondapak 0,4 x 30 mm 
(Firma Waters) gereinigt.- Die Durchf lufigeschwindigkeit 
betrug 1 ml/min, Laufmittel und Elutionsbedingungen sind der 
folgenden Tabelle 1 zu entnehmen. 



Tabelle 1: Elutionsbedingungen rp-HPLC Procalcitonin 



Laufmittel A: 


5 % Acetonitril 
2 0 mM NH4-Acetat 














Laufmittel 3: 


90 % Acetonitril 
20 mM NH^-Acetat 














Gradient : 


0 , 0 min 


100 


% 


A 


0 


% 


B 


2 , 5 min 


100 


% 


A 


0 


% 


B 




5 , 0 min 


39 


% 


A 


11 


"0 


B 




55,0 min 


56 


o 


A 


44 


ft, 

0 


B 




60,0 min 


0 


% 


A 


100 


% 


B 



Der SaulenausfluS wurde kontinuierlich auf seine Absorption 
bei 214 nm vermessen und in Fraktionen von 0,25 ml gesam- 
melt. Mit Hilfe eines handelsiibliche Procalcitonin-Assays 
(LUMItest PCT, B.R.A.H.M.S Diagnostica) wurden diejenigen 
Fraktionen bestimmt, in denen eine PCT-Immunreaktivitat 
nachweisbar war. Es zeigce sich, dafi die Haupt-Immunreakti- 
vitat in der 51. Fraktion als scharfe Sande eluiert wurde. 
AuSerdem wurden heterogen zusammengesetzte Proteinf raktione 
mit geringeren PCT- Immunreaktivicaten in den Fraktionen 39 
bis 49 erhalten. 
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Figur 1 zeigt die ermittelte PCT-Immunreaktivitat (ausgs- 
driickt als ng PCT/ml) fur die einzeinen gesammelten Fraktio- 
nen der rp HPLC-Chromatographie , viberlagert einer Kurve, die 
die optische Dichte (OD) der eluierten Fraktionen darstellt. 

Alle Fraktionen, die eine positive Procalcitonin-Immunreak- 
tivitat aufwiesen, wurden durch Begasen mit Stickstoff 
getrocknet. AnschlieSend wurden die Proben massenspektrome- 
trisch analysiart und einer N-terminalen Sequenzierung 
unterworf en . 

Bei der massenspektrometrischen Untersuchung (MALDI-TOF- 
Methode) wurde fur die Fraktionen 50-52 das in Figur 2 
gezeigte Profii erhalten, aus dem sich eins Molmasse von 
12 64 0 ±15 ergab. Samtliche anderen massenspektroraetrisch 
untersuchten Fraktionen (3S-49, 53-59) ergaben heterogene 
Massenverteilungen mit Molmassen <12640. Ihre Einzelmasse 
ergab im Vergleich zur Intensitat der Masse der Fraktion 50- 
52 eine Intensitat von <2 %. Damit wurde nachgewiesen, daS 
die Procalcitonin-Imtnunreaktivitat in Seren von Sepsis- 
patienten mit einer Masse von 12640 ±15 assoziiert ist- 
Keine der gewonnenen Fraktionen wies eine hohere Masse auf . 

Die in den Fraktionen 36-59 enthaltenen Peptide wurden einer 
N-terminalen Sequenzierung unterworf en. Auch hierbei erwies 
sich der Inhalt der Fraktionen 36-49 und 53-59 als hetero- 
gen, d.h. es wurde eine Vielzahl von unterschiedlichen N- 
Termini ermittelt . 

Fur die Fraktion 50-52, in denen die uberwiegende Procal- 
citonin-lmmunreaktivitat zu finden war, ergab sich, daS die 
darin enthaltenen Peptide eindeutig folgenden N-Terminus (15 
Aminosauren) aufwiesen: 

Phe Arg Ser Ala Leu Glu Ser Ser Pro Ala Asp Pro Ala Thr Leu 



Bas Peptid aus den Fraktionen 50-52 wurde anschlie 
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mitteis Protease Glu-C bzw. Trypsin verdaut, die entstan- 
denen Fragmente vmrden auf an sich bekannce Weise iiber 
SMART-KPLC gewonnen und anschliefiend massenspektrometrisch 
und sequenzanalytisch untersucht. 

Es wurde eine Sequenz erhalcen, die vollstandig mit der 
Sequenz der Aminosauren 3-116 des bekannten Procalcitonms 
1-l'lS ubereinstimmte. Die theoretische Masse dieser Sequenz 
betrug 12627, was mit der -tnassenspektrometrisch ertnittelten 
Masse von 12640+15 ubereinstimmt . 

Damit wurde nachgewiesen, daS im Blut von Sepsispatienten 
ein Procalcitonin-Peptid zirkuliert, das 114 Aminosauren 
umfaSt und als Procalcitonin 3-116 zu bezeichnen ist. Das 
Peptid ist nicht durch posttranslationale Modif ikationen wis 
Phosphorylierungen oder Glykosylierungen verandert . 

Das Procalcitonin 3-116 wurde bisher in der wissenschaf tli- 
chen Literatur noch nicht als mSgliches endogenes Procalci- 
ton^n-Teilpeptid diskutiert, und es bestand daher bisher ftr 
den Fachmann auch noch keinerlei Veranlassung, dieses Peptid 
gezielt herzustellen und auf seine Eigenschaf ten zu unter- 
suchen. Die obigen Befunde lieferten nunmehr jedoch einen 
AnlaS zur gezielten Herstellung des genannten Procalcitonin 
3-116 nach gentechnologischen Techniken. Seine Herstellung 
wird nachfolgend beschrieben. 

B. Klonierung, Expression und Auf reinigung von rekonbiaan- 
tem Procalcitonin 3-116. 



Klonierung 



D^e fur Procalcitonin 3-116 (nachfolgend abgekurzt ?CT 114) 
cod-;erenden DNA-Fragmente wurden unter Anwendung einer PCR- 
AmoUfikation mit Hilfe geeigneter Oligonukleotidprimer aus 
e^nem humanen Schilddrusen-cDNA-Pool isoliert. Das gewunsch- 
te Fragmente wurde mittels gangiger Methoden (Ausubel FM, 
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Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA, una 
Struhl K (1991), Current Protocols in Molecular Biology, 
John Wiley & Sons, New York) kloniert, und die korrekte 
Nukleotidsequenz wurde durch DNA-Sequenzierung und Vergleich 
mit der bekannten, fiir Procalcitonin codierenden DNA-Sequenz 
verif iziert . 

Fiir die Expression der fur PCT 114 codierenden cDNA wurde 
ein Vektor verwendet, der neben einem T7-Promotor eine 
Region enthalt, die fiir das Signalpeptid des sog . pelB- 
Proteins codiert. Dieses pelB-Signalpeptid sorgt dafur, dalS 
ein nach Klonierung und Expression entstandenes Fusions- 
protein durch die cytoplasmatische Membran der fiir die 
Expression verwendeten Wirtzellen in den periplasmat ischen 
Raum transportiert wird. Bei diesem Transportvorgang wird 
gleichzeitig das N-terminale Signalpeptid durch eine mem- 
branstandige Signalpeptidase abgetrennt (Stader JA und 
Silhavy TJ (1990) , Engineering Escherichia coli to secrete 
heterologous gene products. Methods Enzymol. 185, 166-187) . 
Diese Vorgehensweise garantiert, dafi das gefundens Ex- 
press ionsprodukt exakt die gewiinschte Sequenz auf weist . Bei 
dieser Vorgehensweise fehlt das bei anderen Methoden zur 
Expression notwendige N-terminale Methionin. 

Nach der Klonierung der cDNA fiir PCT 114 in einen Vektor der 
genannten Art und der Trans formierung von E. coli mit diesem 
Vektor wurde Procalcitonin 3-116 exprimiert. Die periplasma- 
tische Fraktion mit dem exprimierten Procalcitonin 3-116 
wurde auf an sich bekannte Weise isoliert (Neu HC und Heppel 
LA (1965) , The release of enzymes from Escherichia coli by 
osmotic shock and during the formation of sphercblasts , J. 
Biol. Chem. 240, 3685-3692). Nach einer Zentrif ugierung 
(100.000 g, 30 min, 4°C) und Filtration des flussigen Uber- 
stands (0,2 fim) wurde das erhaltene Filtrat durch Anionen- 
Austauschchromatographie auf getrennt . Die Fraktionen mit 
Procalcitonin- Immunreaktivitat warden vereinigt und iiber 
Umkehrphasen-HPLC auf gereinigt , wie im Zusammenhang mit der 
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[solierung von PCT 3-116 aus septischen Seren beschrieben 



wurae . 



Alle Fraktionen mit Frocalcitonin-Immunreaktivitar wurden 
vereinigt und lyophilisiert . Wie eine UberpriSfung des Mate- 
rials tnittels 3DS-PAGE ergab, war das so gewonnene Material 
zu mindestens 95% sauber. 

Die Identitat des exprimierten und aufgereinigten Peptids 
als Procalcitonin 3-llS wurde durch Massenspektrometrie und 
Sequenzanalyse bestatigt. 

Das erhaltene rekombinante Procalcitonin 3-116 stellt ein 
neues rekombinante s Peptid dar und kann in dieser Form zur 
Herstellung von Imraunreagenzien verwendet sowie auf seine 
Eignung als Therapeutikum bzw. auf seiner Fahigkeit, im 
Sinne der o.g. Verof f entlichung (Eric S Nylen, a.a.O.) 
prophylaktisch und therapeutisch zu wirken, untersucht 
werden . 

Zur Herstellung von Kalibratoren fur PCT-Assays wurde das 
oben fur die gentechnologische Herstellung von Procalcitonin 
3-116 beschriebene Verfahren in im wesentlichen identischer 
Form auch zur Herstellung des vollstandigen Procalcitonins 
1-116 und des Procalcitonins 2-116 eingesetzt. 

C. Ermittlung der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (DAP IV)- 

Aktivitat in humanea Normalseren bzw. Seren von Patien- 
ten mit schwerer Sepsis 

Jewells 20 Serumproben von gesunden Normalpersonen sowie von 
Sepsispatienten wurden auf ihre fiir Dipeptidyl-Aminopep- 
tidase IV-spezifische Enzymaktivitat untersucht. Die DAP IV- 
Enzymaktivitat wurde auf an sich bekannte Weise fluorome- 
trisch unter Verwendung von Ly3-Pro-4-Methoxy-beta-naphthyl- 
amid vermessen. Dazu wurden jeweils 2 ^1 des zu uberprufen- 
den serums mit 3 ml Subscrat (50 ,ig/ml Lys-Pro-4-Methoxy- 
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beta-naphylarnid, 50 mM Tris/HCl, pH 7,5) vermischt, und die 
auftretende Fluoreszenz wurde koncinuierlich unter Anregung 
mit Licht einer Wellenlange von 340 nm bei einer Bmissions- 
wellenlangs von 410 nm gemessen. Das Fluoreszenzsignal wurde 
mittels einer 4 -Methoxy-naphthylamin-Losung kalibriert. 
Die auf diese Weise ermittelte Enzymaktivitat wird in nmol/- 
tnin angegeben. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind Figur 3 dargestellt. 

Es ist klar zu erkennen, daS die DAP IV-Enzymaktivitat in 
den Sepsis-Seren deutlich niedriger liegt als in den Seren 
von gesunden Nortualpersonen (Slutspenderseren) . Damit lafit 
sich die Bestimmung der DAP IV-Enzymaktivitat im Plasma Oder 
Serum auch zur Erkennung von Sepsis in Patientenseren her- 
anziehen. 

Die bei Sepsis deutlich erniedrigte Plasmakonzentration an 
DAP IV kann einerseits als Beleg dafur angesehen werden, daS 
DA? IV an einem Sepsis-Geschehen mitbeteiiigt ist. Anderer- 
seits deuten die Ergebnisse darauf hin, dafi es nicht die 
Konzentration an DAP IV im Plasma sein kann, die fur die 
Bildung von Procalcitonin 3-116 verantwortlich ist. Die 
erhaltenen Ergebnisse legen vielmehr den SchluS nahe, daS 
Procalcitonin 3-116 durch gewebs- bzw. zellgebundene DAP IV, 
inoglicherweise intrazellular , gebildet und aus Procalcito- 
nin- erzeugenden Oder speichemden Zellen freigesetzt wird. 

Die der Literatur entnehmbare Information, daS DAP IV von 
aktivierten T- Zellen exprimiert wird, (vergleiche Eegen und 
Oravecz, Protein-Reviews on the WEB; Fleischer, a.a.O.) 
deutet auf einen engen Zusammenhang zwischen der Expression 
von DAF IV und dem Aktivierungszustand des Immunsystems hin, 
das bei einer septischen systemischen Infektion extrem 
belastet ist und daher t>-pische Reaktionen zeigt, die sich 
u.a. in einer stark erhohten Procalcitonin 3-116 Bildung 
auSern . 
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Abgesehen von den sich aus den obigen Befunden ergebenden 
•Moglichkeiten, DAP IV im Rahmen der Sepsis-Diagnose zu 
bestimmen, konnen die obigen Ergebnisse auch darauf hindeu- 
ten, dafi die bei einer Sepsis kaskadenart ig ablaufenden 
Vorgange durch DAP IV-Hemmstof f e therapeutisch zu beeinfluSt 
werden konnen, wodurch es moglich sein konnte, die Freiset- 
2ung von Procalcitonin 3-116 sowie anderen Hormonen oder 
konvertierten Prohormonen unter Sepsis zu verhindern oder zu 
vermindem, so dafi pathologische Konsequenzen dieser 
Prohormonfreisetzung vermindert oder vertrdeden werden kon- 



nen- 



D. Bestimmung der Konzentrationen anderer Prohormone als 
Procalcitonin bei Sepsis 

Die Tatsache, daS bei Sepsis nicht das vollstandige Prohor- 
mcn Procalcitonin, sondern ein modif iziertes, um ein Xaa- 
Pro-Dipeptid verkurzte Prohormon freigesetzt wird, fuhrte zu 
der Hypothese, daS bei Sepsis nicht nur Procalcitonin 3-116 
freigesetzt wird, sondern daS Procalcitonin 3-116 vielleicht 
nur ein Vertreter aus einer ganzen Gruppe von Prohormonen 
Oder ahnlichen Peptiden, z.B. solchen mit immunmodulatori- 
schen Eigenschaf ten, ist, die bei Sepsis in erhohtem Mafie 
und moglicherweise konvertierter Form freigesetzt werden. 

Eine Uberpriifung bekannter Prohormone und der fur diese 
Prohormone der Literatur entnehmbaren Aminosauresequenzen 
zeigte, dafi tatsachlich bei den meisten bekannten Prohormo- 
nen am Aminoterminus ein Dipeptid zu finden ist, daS als 
Xaa-Pro definiert werden kann und das daher in einem ahn- 
lichen Sinne, wie beim Procalcitonin beobachtet, abgespalten 
werden kann. Im einzelnen finden sich am Aminoterminus sehr 
vieler Prohormone oder Immunmodulatoren Dipeptide des ge- 
nannten Typs . Die nachfolgende tabellarische Ubersicht iiber 
Literaturdaten gibt einen tjberblick iiber einige ausgewahlte 
Prohormone bzw. Immunmodulatoren, das bei diesen zu am 
Amino-Terminus zu findende Dipeptid sowie ihre Gesamtzahl, 
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der Aminosauren . 

D^e in der Tabelle 2 aufgefuhrten Prohormone stellen Bei- 
SDiele -'u- Prohormone dar, deren Konzentrationen bei Sepsis 
e'rhoht sein konnen, ohne daS die Aufzahlung als erschopfend 
anzusehen ist. Bei den iTntnunmodulatoren ist mit einer Beein- 
flussung der Aktivitat durch Abspaltung eines DipeptiQS zu 
rechnen . 



Pro-Honnon/ 
I mmxinmo dul a t or 



Dipeptid am 
N- Terminus 



Gesamtzahl 

aller Aminosauren 



Ala Pro 
His Pro 

Asn Pro 



Val Pro 

Tyr Pro 

Ala Pro 

Thr Pro 

Val Pro 

Ser Pro 

Val Pro 

Trp Cys 
Ala Arg 
Ala Pro 



195 
108 

128 



pro-Sndothelin-1 (pro-END) 
pro-Brain-Natriuretic- 
Peptide (pro-BN?) 
pro-Atrial-Natriuretic- 
Peptide (pro-AlTP; auch 
pro-Atrionatriuretischer 

Faktor, pro-ANF) 
pro-Leptin 
pro -Neuropeptide Y 
pro -Somatostatin 
pro-Neuropeptide YY 
Interleukin 6 
Interleukin 10 
pro-Gastrin-Releasing 
Pep t id (proGRP) 
pro-Opiomelanocortin 
pro-Adrenomedullin (pro -ADM) 
Procalcitonin (PCX) 

Die b^sherigen experimentellen Befunde deuten tatsachlich 
darauf hin, dafi bei einer systemischen Infektion wie Sepsis 
generen Prohormone und/oder Peptid-Immunmodulatoren wie 
interleukine, moglicherweise unter Modif izierung durch Ab- 
spaltung von Dipeptiden am Amino- Terminus, freigesetzt 
we-den und daS diese durch Wechselwirkung mit zugehorigen 
spezifischen Rezeptoren oder anderen Bindern moglicherweise 
weitere Folgeschritte in der Kaskade einer Immunantwort 
auslosen. 



146 
69 
92 
69 
183 
160 
115 

241 
164 

116 
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Ss wurde parallel zu einer Procalcitonin-Bestimmung in 
Normalseren und Seren von Sepsis-Patienten auch die Bestim- 
mung weiterer Prohormone durchgefuhrt , die eher willkurlicn 
ausgewahlt ausgewahlt worden waren. Es waren dies (i) das 
pro-C-astrin-Releasing Peptide (proGRP) , (ii) das pro-Atrial- 
Natriuretic-Peptide (pro-AN? bzw. pro-ANF) , (iii) das pro - 
Adrenomedullin (pro-ADM) , (iv) das pro-Endothelin (pro-END) 
und (v) das pro-Brain-Natriuretic-Psptide (pro-BNP) . 

D.l. Bestiinmung vcai proGRP in Seren von Sepsis-Patienten und 
von Normalpersonen 

Fiir die Bestimmung von proGRP ist ein Assay im Handel. 
ProGRP wird in einer jungeren Verof f entlichung als Tumormar- 
ker beitn kleinzelligen Bronchialkarzinom beschrieben (Petra 
Stieber et al, J Lab Med 1997, 21 (S) :33S-344} . Der Assay zur 
Bestimmung von ProGRP wird von der Tonen Corporation unter 
der Bezeichnung ProGRP ELISA KIT™ im Handel angeboten. 

Unter Verwsndung dieses Kits vmrden unter Einhaltung der 
Arbeitsweise, die in der Gebrauchsinformation des kommer- 
ziellen Kits vorgeschrieben ist, die in Figur 4 dargestell- 
ten Mefiergebnisse erhalten. 

Ein Vergleich der fiir Procalcitonin einerseits und ProGRP 
andererseits erhaltenen Werte zeigt, daS bei Procalcitonin 
die Unterscheidung zwischen Normalseren und Sepsis -Seren 
zwar eindeutiger ist, daS aber die ProGRP -Konzent rat ionen in 
weitgehend ahnlicher Weise erhdht ist wie die von Procalci- 
tonin. 

D.2. Bestirnming von pro-ANF, pro-ADM, pro-END und pro-BNP in 
Seren von Sepsis-Patienten und von Normalpersonen 

Zur Bestimmung der (Pra- ) Prohormone pro-ANF, pro-ADM, pro- 
END bzw. pro-BNP sind Assays der Firma DRG (DRG Instruments 
GmbH, D-35018 Marburg, Deutschland) in Kitform im Handel 
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erhaltlich, die fur die nachf olgenden Messungen unter Be- 
achtung der Anweisungen der Hersteller verwendec ^nirden. 

Im einzelnen wurden verwendet: 

Zur aestimmung von pro-ANF der Prepro-ANF 25-55 (human) RIA 
Kit zur Bestimmung von pro-ADM der Pro-AdrenomeduUin 45-92 
(human) RIA, zur Bestimmung von pro-B^ der Prepro-Endo- 
thelin 18-50 (human) RIA Kit, und zur Bestimmung von Pro-BNP 
der Prepro-BNP 22-4G (human) RIA Kit der o.g. Pirrr^a DRG. 

in d-n Se-en eines Kollektivs von 20 Normalpersonen A-T 
sowie von 20 Sepsispatienten wurden die o.g- Prohormone 
sowie, parallel dazu, Procalcitonin bestimmt. Die Ergebnxsss 
sind in der nachf olgenden Tabelle 3 zusammengef a£t . Die 
Daten der Tabelle 3 sind aufierdem auch noch in den Figuren 5 
bis 9 graphisch veranschaulicht . 

Di. gezeigten Ergebnisse lassen bei alien gemessenen Prohor- 
.onen bei Sepsispatienten gegenuber Normalpersonen einen 
tnehr oder weniger klar ausgepragten Anstieg der Werte erken- 
nen wenn auch die Unterscheidung von Normalpersonen und 
sepsispatienten bei der Bestimmung von Procalcitonxn am 
ausgepragtesten ist . 

Bei einer erganzenden Literaturrecherche wurde ferner eine 
Veroffentlichung in J. Endocr. (1988) 119, S. 159-165 er- 
mittolt, die sich mit der Charakterisierung von Pro-Opiome- 
lanocortin-(POMC)-verwandten Peptiderx bei septischem Schock 
befaSte. Es geht in der Veroffentlichung um die Frage emer 
erhohten endogenen Opioid-Aktivitat bei septischem Schock 
und deren Beeinf lussung durch Verabreichung von Steroiden. 
Eir direkter EinfluS eines infektiosen Geschehens oder exne 
Eee^nf lussung der MeSwerte durch Antibiotika wird nicht 
d^skutiert. Aufgrund der Fragestellung in der genannten Ver- 
offentlichung besteht keine logische Moglichkeit zu einer 
verallgemeinernde Diskussion der berichteten Ergebnisse 
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unter Einbeziehung anderer Prohormon-Peptide . Erst ange- 
sichts der hisrin offenbarten Lehre der vorliegenden Erfin- 
dung laSu sich die genannte Verof f entlichung retrospektiv 
als weiterer Hinweis auf eine generelle Erhohung von Prohor- 
monen bei Sepsis interpret ieren. 

Die Priifung weiterer Prohormone ist angesichts der hierin 
offenbarten Ergebnisse als RouCinemaEnahme anzusehen, und 
wenn derartige Prufungen zu posit iven Ergebnissen fuhren land 
die Bestimmung derartiger weiterer Prohormone zur Sepsisdia- 
gnose verwendet wird, wird daher von der Lehre der vorlie- 
genden Anmeldung Gebrauch gemacht. 
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Taballe 3 



]v? ^rmalpq tig"tg"= 



A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

K 

L 

M 

N 

O 

P 

Q 
R 
S 
T 



13a 
10a 

18b 

19b 

8a 

9a 

9b 

12b 

10b 

16a 

8b 

20a 

20b 

13b 

19a 

7b 

7a 

16b 

12a 

15b 



PCT 
[ng/mll 



0.07 
0,25 
0.10 
0,06 
0.06 
0.04 
0,07 
0.10 
0,10 
0,07 
0,06 
0,09 
0.07 
0,09 
0,10 
0,10 
0,12 
0,13 
0.12 
0,11 



I, 1 

II, 9 

6.4 
21,2 

1,8 

24.7 

29.0 
5.8 
1.9 

86,7 
I.l 
1.4 
1.1 
0.8 
17.6 
2.5 
2.9 

40.0 
5.2 
1.9 



Pro-ANF 
[pg/tube) 



69,4 
26.6 
14,7 
53.2 
51.1 
95.5 
117 
88.1 
69,4 
38,3 
111 
73.8 
42 
107 
56.7 
47,2 
155 
92,1 
153 
78 




333 
62.5 
323 
346 
303 
271 
305 
324 
127 
347 
138 
167 
170 
295 
354 
356 
345 
343 
327 
420 



Pro-ADM 
[pg/tube] 



64 
50.2 
1.0 
77,8 
66.5 
53.5 
83,5 
52,3 
107 
91,1 
64,9 
66,3 
58,9 
114 
62,5 
51,7 
72.5 
64,7 
100 
69,6 



195 
154 
209 
180 

203 
205 
210 
204 
128 
198 
153 
176 
178 
186 
201 
199 
197 
197 
216 
215 



Pro-END 
[pg/tube] 



70 
30,5 
75.4 
71,6 
70,3 
78,4 
62.5 
67,4 
30,5 
83,3 
29,6 
41.3 
39 
45,3 
58,6 
78,6 
148 
88,1 
76,1 
82,5 



Pro-BNP 
[pg/tube] 



29,3 


31.1 


15,4 


30.1 


1,0 


24.7 


19 3 


27.4 


20,6 


25.4 




28,P 


18,3 


17.3 


25,1 




23,2 


25 


26.1 


25.7 


22.8 


29,6 


32.4 


21,6 


27,1 


23.7 


27,3 


31.2 


20,3 


26,2 


24.5 


333 


34,6 


36.7 


29,6 


35.2 


34.7 


36 


27,1 


37.7 



34.9 
30.4 
46.4 
50.7 
48.8 
33,6 
40,3 
36,1 
33.9 
39 
33.7 
30,9 
34,9 
36.9 
54.5 



43.9 
34.3 
52 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur dif f erentialdiagnostischen Fruherkennung 
und Erkennung, zur Beurteilung des Schweregrads und zur 
theraoiebegleitsnder. Verlauf sbeurteilung von Sepsis und 
schweien Infektionen, insbesondere sepsisahnlichen syscemi- 
schen infektionen, dadurch gekennzeichnet, daS man in einer 
Probe einer biologischen Flussigkeit eines Patienten den 
Gehalts mindestens eines Peptid-Prohormons , das nicht Pro- 
calcitonin ist, und/oder eines sich davon ableitenden Teil- 
pept^ds das nicht das aus dem Peptid-Prohormon erhaltlxche 
eigentliche Hormon ist, bestimmt und aus der f estgestellten 
Anwesenheit und/oder Mange des bestimmten Prohormons auf das 
Vo^liegen einer Sepsis oder sepsisahnlichen systemischen 
infektion, ihren Schweregrad und/oder den Erfolg einer 
therapeutischen Behandlung schlieSt. 

2 verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet , daS 
das Peptid-Prchormon ausgewahlt ist aus pro-Gastrin-Relea- 
s^ng Peptid (oroGRP) , pro-Endothelin-1 (pro-END) , pro-Bram- 
Natriuretic-Peptid (pro-BNP) , pro-Atrial-Natriuretic-Peptxd 

(Pro-AN? bzw. pro-ANF), pro-Leptin, pro-Neuropeptid-Y, pro- 
Somatostatin, pro-Neuropeptid-YY oder pro-Adrenomedullin 

(pro-ADM) . 

3 verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS durch die Bestimmung ein Teilpeptid 
erfaiSt wird, das sich von dem bekannten vollstandigen Pro- 
hormon-Peptid durch das Fehlen eines Dipeptids am Amino- 
Terminus unterscheidet . wie es von der Dipeptidyl-Aminopep- 
tidase IV (DP IV Oder DA? IV oder CD25) vom Ende eines 
Peptids abspaltbar ist. 

^. verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Dipeptid ein Xaa-Pro-Di?eptid ist, wobei Xaa fur die 
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aminoterminale Aminosaure des vollstandigen Prohormone Pep- 
tids steht . 

5 verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS man die Bestimmung als Immunoassay oder 
orazipitationsassay durchfuhrt und auf Sepsis oder sepsxs- 
ahriicbe schwere Infektionen schlieSt, wenn die Konzentra- 
tion des bestimmten Peptid-Prohormons signifikant uber den 
Wert en liegt, die bei gesunden Normalpersonen beobachtet 
werden konnen. 

6 V-rfahren zur dif f erentialdiagnostischen Fruherkennung , 
zur Srkennung des Schweregrads und zur therapiebegleitenden 
verlaufsbeurteilung von Sepsis und sepsisahnlichen system.- 
schen infektionen, dadurch gekennzeichnet, da£ man in erner 
serum- oder Plasmaprobe eines Patienten den Gehalt an Dipep- 
tidyl-Pe^tidase IV (DP IV; Dipeptidyl-Aminopeptidase IV; DAP 
IV Oder 'cD 26) bestimmt und aufgrund einer gegenuber gesun- 
den Normalpersonen signifikant erniedrigten Konzentratxon 
das Vorliegen einer Sepsis oder sepsisahnlichen systemischen 
Infektion diagnostiziert . 

7. Gentechnologisch hergestelltes Procalcitonin 3-116- 

8 verfahren zur gentechnologischen Herstellung von Pro- 
calcitonin 3-116, bei de. man exne fur die 114 Aminosauren 
des Procalcitonins 3-116 codierende cDNA-Sequenz in ernen 
geeigneten Vektor inseriert, mit dem gebildeten Vektor 
geeignete Wirtszellen transf ormiert . so daS diese Procalcx- 
tonin 3-116 exorimieren, daS man die Wirtszellen aufarbeitet 
und eine das exprimierte Procalcitonin 3-116 enthaltende 
Fraktion isoliert und daraus durch chromatographische Rexnx- 
gung das gentechnologisch hergestellte Procalcitonin 3-116 
in wenigstens 90%iger Reinheit gewinnt . 

9 verwendung von rekotr±)inant hergestelltem Procalcitonin 
3-116 als Kalibrator in Procalcitonin-Assays oder zur her- 
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stellung von Therapeutika 2ur Vorbeugung und Behandlung von 
sepsis und sepsisahnlichen systemischen Inf ektionen. 

10. Verfahren zur Messung von Procalcitonin 3-116 als 
indikationsunabhangiger Diagnostikparameter . 
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HPLC-Reinigung von affinitatsgereinigtem humanen PCX 
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Enzymaktivitat von DAP IV in septischen Seren vs. Blutspenderseren 
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Vergieich der Procalcitonin-Konzentration von 
Normalpatienten vs. Sepsispatienten 
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Fig. 5 
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Vergleich der Prepro-ANF {26.55).Konzentration von 
Normalpatienten vs. Sepsispatienten 
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Vergleich der Pro-Adrenomedullin (45-92).Konzentration 
von Normalpatienten vs. Sepsispatienten 
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Vergleich der Prepro-Endothelin (l8-50).Konzentration von 
Normalpatienten vs. Sepsispatienten 
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Fig. 8 
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Vergleich der Prepra-BNP {22-46).Konzentration von 
Normalpatienten vs. Sepsispatienten 
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